



Pre‐Exposure  to  an  Electrical  Stimulus  Primes 
Associative Pairing of Audio and Electrical Stimuli for 












cue when  the animal approaches a virtual boundary  that has been  set via a Global Positioning 
System  (GPS). An  electrical  stimulus  is delivered by  the  collar  if  the  animal  continues  to walk 
forward, but not if they stop or turn. Over time, the animal increasingly responds to the audio cue 
alone. A better understanding of factors that influence learning of the association between audio 
and electrical stimuli may ensure all animals adapt  in systems  that utilise virtual  fencing. Dairy 
heifers were reared with or without exposure to electric fencing. Heifers with experience of electric 
fencing showed more rapid learning of the association between audio and electrical stimuli. There 
were differences between heifers  in  the speed of associative  learning, perhaps due  to  individual 
differences in the significance of the audio cue, the aversive nature of the electrical stimulus, or the 
animal’s motivation  to  feed. Ethically  acceptable virtual  fencing  requires  that  all  animals  learn 





were exposed  to an electrified perimeter  fence and  two periods of strip‐grazing using electrified 
poly‐wire. Control heifers remained naïve  to electric  fencing. The pairing of audio and electrical 
stimuli was assessed  in a  feed attractant  trial using manually controlled  training collars. Heifers 
received an audio  stimulus  (2  s; 84 dB) when  they breached a virtual  fence after which a  short 
electrical  stimulus  (0.5  s; 120 mW) was administered  if  they  continued  to move  forward.  If  the 


















stops walking or changes  trajectory upon delivery of  the audio cue  then no electrical stimulus  is 
delivered. This  type  of  training  is  termed  positive  punishment  [2], where  administration  of  the 









conditioning of  the audio and electrical stimuli  in cattle may ensure all animals adapt quickly  to 
virtual fencing technology, leading to better welfare outcomes [5]. 
The application of virtual fencing has been well demonstrated on beef breed cattle in extensive 
grazing  systems  [3,6–12],  and may  enable  the  implementation  of  intense  and  complex  grazing 
regimes  in pastoral dairy systems [13,14]. There  is considerable variation between  individual beef 
heifers [6,10] and dairy cows [14] in associative learning of audio and electrical stimuli. This variation 
may be associated with  the specific environment and events  than an  individual has experienced, 
particularly during the developmental period [15]. For example, dairy cattle are much more likely to 
have  experience  receiving  an  electrical  stimulus  than  beef  cattle,  through  their  interactions with 
electric  fencing. Decades  of  research  in  laboratory  rodents  demonstrate  that  pre‐exposure  to  an 
electrical  stimulus before  it  is used  in  associative  learning  retards  conditioning  [16–20]. We  thus 
hypothesise  that previous experience with an electric  fence attenuates associative  learning of  the 
pairing of the audio and electrical stimuli in dairy cattle and can account for individual differences 
in learning.   
In  addition  to  prior  experiences,  temperament  may  affect  cognitive  processes  through  its 
influence  on  emotional  state,  and  consequently  attention,  memory  and  judgement  [15,21].  For 
example, fearfulness (i.e., high emotional arousal to a challenging situation; Finkemeier et al. [22]) is 
a feature of animal temperament [23–25] that has been associated with impaired learning in calves 
[26].  Fear  can  be  induced  by  unpleasant  events  that  are  sudden,  unfamiliar,  unpredictable  and 





post‐test  decrease  in  plasma  cortisol  concentrations  [32].  Our  secondary  hypothesis  was  that 
individual variation  in  fearfulness, assessed  in a startle and novel object  test, would be related  to 
individual variation in the speed of associative learning. 
Using dairy cross heifers in a feed attractant trial, this experiment aimed to determine the effects 
of pre‐exposure  to an  electrical  stimulus  from  electric  fencing on  (1)  the  efficiency of associative 
pairing of a benign audio cue with an electrical stimulus, and (2) the behavioural response to the 
audio and electrical stimuli. Relationships between behaviour in a startle and novel object test and 
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treatment  remained  off  for  the  duration  of  the  experiment  (no  experience with  electric  fencing; 
labelled ‘control’). Three sides of the perimeter of the paddock housing heifers in the other treatment 
was electrified  for  the duration of  the experiment  (exposure  to electric  fencing,  labelled  ‘electric‐
fence’). The fourth perimeter side separated the two treatment paddocks and was not electrified. To 
increase the likelihood of interactions with the electric‐fence, heifers in the electric‐fence treatment 
were also  strip‐grazed with  electrified poly‐tape  for  the  first  6 days  immediately  following  their 
introduction to their treatment paddock and for 2.5 d 8 w following introduction to their treatment 
paddock. 























For  logistical  reasons,  training  commenced  4 days  after  the  formation  of  the new herds  for 
replicate 1, and nine days after the formation of the new herds for replicate 2. Heifers remained in 






















The  test  arena where  animals were  trained  to  learn  the  association  between  the  audio  and 










for  each  test  arena  as  indicated  by  the  red  dashed  line  (‐‐‐). The placement  of  feed  attractant  is 
indicated by black rectangles (▬). Gates are represented by a dotted line (⸱⸱⸱). Pasture was mown for 


















training  arena  being  utilised was  rotated with  each  session,  ensuring  that  heifers  received  two 
habituation sessions per paddock (one AM and one PM). Heifers were given free access to the training 







were held over 3 days  immediately  following  the habituation period.  In  replicate 2,  low pasture 
availability meant that heifers were provided with fresh silage between the third and fourth training 
sessions.   





























and black corrugated polypropylene sheeting  (i.e., corflute®; Figure 3). A  trough of grain  (5 kg of 
Veanavite® weaner calf pellets, 12.0 MJ ME/kg, 18% crude protein) was positioned at the far end of 
the test arena. The 1.5 × 0.5 m feeding area provided by the trough was covered with corflute® so 






















final  habituation  session,  not  including  3  heifers  that  did  not  approach  the  feed  in  the  final 
habituation session and were therefore excluded from analysis. 









For heifers  in  the  electric‐fence  treatment,  the number of  interactions with  the  electric  fence 




jump  or  vocalisation  (i.e.,  startle,  Taylor  [33])).  Each  interaction  was  also  classified  as  being 





records  taken  in each of  the 6  training sessions:  the  time  taken  to  interact with  the virtual  fence; 
whether the heifer reached the feed attractant; the time taken for the heifer to reach feed attractant; 



















































using video records. From video records, data on  time  taken to reach  the  feed attractant  (interval 
from the time the heifers two front legs cross the threshold into the startle test to when she lowers 
her head into the feed trough), return to the feed attractant after the startle (interval from the time the 
umbrella  is opened  to  the heifer  lowering her head  into  the  feed  trough),  and  interact with  the 
umbrella (interval from the time the umbrella is opened to when the heifer physically touches the 
umbrella with her mouth/tongue/nose/face) were obtained by a single observer. Observations were 























values. Values greater  than 1.5 ×  the  interquartile range  (IQR) are  indicated by օ. Raw means are 
presented. Estimated marginal means are presented in Table S2. For Figure 4B, training sessions with 
different superscript letters abc differ at p ≤ 0.05. 




associated with  the  lowest Akaike  information criteria scores. Test order was not  included  in  the 
model as it was not consistent over training sessions (Spearman rank correlations between any two 
training sessions: rs ≥ 0.24, n = 26, p > 0.05). Following visual inspection (quantile‐quantile plots and 
histograms),  proportionate  data  were  arcsine  square‐root  transformed  and  duration  data  were 



























total  number  of  interactions  over  the  six  days  ranged  from  5–10.  Forty‐seven  percent  of  these 






related  to  associative  learning  (Table  S3,  p  >  0.05).  However,  the  total  number  of  exploratory 

















= 0.066; Figure 6A). This  interaction was significant  (F2,37 = 3.9, p = 0.03) when animals  that never 
showed a behavioural reaction to audio or electrical stimuli were removed from the analysis on the 
basis  that  we  could  not  determine  whether  associative  learning  had  occurred  or  not  (n  =  2 
p = 0.002 
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Figure 6. Using data from the first three training sessions, for heifers that had experience of electric 
fencing (dashed) or no previous experience of electric fencing (control, grey) the (A) proportion of 
interactions with  the virtual  fence during which an electrical  stimulus was delivered,  (B)  time  to 
interact with the virtual fence, (C) total number of interactions with the virtual fence, (D) time to reach 
the  feed attractant, and  (E)  the proportion of heifers  to  reach  the  feed attractant. Raw means are 
presented. Estimated marginal means are presented  in Table S2. Boxplots (Figure 6A‐D) show the 
median and the first and third quartiles (25 and 75% of data), with whiskers extending to the lowest 
































1  2  3  1  2  3  T  S  T × S 
Audio Stimulus 
Effective  0.07  0.14  0.17  0.05  0.32  0.52  0.04  0.07  0.006  0.07 
Ineffective  0.09  0.17  0.21  0.07  0.01  0.02  0.02  0.04  0.41  0.23 
Unresponsive  0.84  0.69  0.62  0.87  0.67  0.46  0.04  0.70  0.003  0.59 
Electrical Stimulus 
Effective  0.30  0.29  0.17 a  0.40 c  0.20 d  0.27 b,e  0.04  0.33  0.23  0.02 
Ineffective  0.25  0.32  0.34  0.23  0.18  0.10  0.03  0.43  0.97  0.55 
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A  total  of  284  electrical  stimuli  were  delivered  over  the  three  training  sessions.  Effective 
behavioural responses, ineffective behavioural responses and unresponsive reactions were recorded 
73, 63 and 148  times, respectively  (26, 22 and 52% of  total responses). The proportion of effective 
responses  to  the electrical stimulus did not change over  the  three sessions  for control heifers, but 
electric‐fence heifers had a lower proportion of effective behavioural responses in sessions 1 and 2 
















fence  (i.e., accidental + exploratory) was not  related  to behaviour  in  the  startle  test, but  the  total 
number of exploratory interactions with the electric fence had a moderate positive relationship with 
withdrawal distance in the startle test (Table 3). 

















fence  −0.29  −0.20  0.11  0.55 * 
Exploratory interactions with 
electric fence  0.44  0.64 **  0.31  0.03 
Associative learning (n = 22) 2 
Total stimuli delivered    0.06  −0.24  −0.18  −0.40 * 
Proportion of electrical to total 
stimuli delivered  −0.09  −0.09  −0.27  −0.34 
Number of time heifer reached 
feed attractant  −0.15  −0.17  −0.08  −0.15 
Average time to reach feed 
attractant  0.31  −0.02  −0.008  0.22 
Frequency, behavioural responses to audio stimulus 3 
Effective    0.13  0.10  0.30  0.28 
Ineffective    −0.48 **  0.04  −0.05  0.57 ** 
Unresponsive  0.13  −0.13  −0.18  −0.52 ** 
Frequency, behavioural responses to electrical stimulus 3 
Effective    −0.02  0.38 *  0.003  0.22 
Ineffective    −0.08  0.35  −0.10  0.35 
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underlying  this  ‘pre‐exposure  effect’  are  habituation  to  the  stimulus  and  the  formation  of  an 
association between the stimulus and the environmental context which attenuates the establishment 




Treatment was  applied  to  the  group  in  the  present  experiment.  This makes  it  difficult  to 
distinguish the effects of treatment per se from the effects of the group. Any effect of the group should 















conspecifics  (12%  of  responses  in  Lee  et  al.,  [6]).  In  replicate  2  of  the  present  experiment,  the 
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proportion  of  electrical  stimuli delivered  appeared  to decline  after  the provision  of  fresh  silage. 



















the  startle  test) were more  likely  to  be  behaviourally  unresponsive  to  the  audio  and  electrical 






how  to  interact with  the  virtual  fencing  technology,  and  this may  have  implications  for  animal 






increasingly  intense  and  complex  grazing  regimes  in  pastoral  dairy  systems  [13,14],  and  with 
increased  complexity  comes a potential  risk of  some  animals not  learning  to  avoid  the  electrical 
stimulus [1]. Long‐term studies with larger group sizes are needed to determine if all animals are 
able to learn the association between the audio and electrical stimulus. Research is also required to 
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